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of adult Sitona  spp., causing a  reduction  in  the percentage of plants damaged by beetles, and a 













of  the  contamination  of  the  environment with  these  substances  [3–5]. Aromatic hydrocarbons,  a 
component  of  petroleum  and  PDSs,  exert  teratogenic,  mutagenic,  carcinogenic,  cytotoxic,  and 







for  eliminating  PDSs  from  the  soil.  In  recent  years,  the  importance  of  biological  methods  of 
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decontamination has  increased, because  they offer high effectiveness while ensuring safety of  the 
natural environment [13–15]. One of these methods is bioremediation, which consists of eliminating 




of petroleum‐derived  contaminants  has  been  already  confirmed  [19,20].  It  contains  a mixture  of 
selected  prokaryotic  organisms,  mainly  bacteria  (Stenotrophomonas,  Pseudomonas,  Moraxella, 
Acinetobacter, Alcaligenes, Ochrobactrum, Comamonas, Burkholderia, Corynebacterium, and Oligella). 
The  effects  of  PDSs  on  the  physical  and  chemical  properties  of  soil,  as  well  as  on  the 
morphological  features  and  chemical  composition  of  plants  growing  in  contaminated  soil,  are 
relatively well known. Plant growth is weakened by PDSs [21–26], while changes in the contents of 
nutrients and other elements  (e.g., heavy metals) depend on  the plant species, PDSs, and  type of 
analyzed component [27–29]. The available literature provides information on the effect of petroleum 
on the natural environment immediately after the emergence of a contamination or after a short time. 









effects of contamination on  the subsequent  links of  the  trophic chain. Adult Sitona beetles eat out 





































from  the soil  inside  the container. The tank was provided with a plastic duct running toward the 
surface,  which  enabled  excess  water  to  be  pumped  out.  This  procedure  was  adopted  in  the 
experiment  to  avoid  environmental  pollution  with  effluents  from  the  contaminated  soil.  All 
containers were also supplied with perforated plastic tubes (placed at approximately 30 cm distance, 
















01  contained  selected  prokaryotic  organisms, which were  isolated  over  years  from  sites  heavily 
polluted with organic compounds. It was specially prepared for this experiment in the Biochemistry 
Department of  the University of Agriculture  in Kraków. The  experiment was  conducted  in  four 
repetitions, selected according to the randomized block method. For the next 3 years, the soil was left 





























plant  material  was  cleaned  of  any  patches  of  deposited  aphid  honeydew  and  other  surface 
contaminants, washed in tap water, followed by washing in distilled water, and dried at 105 °C. Dried 
plant  tissues were  then ground  in a  stainless  steel mill. Dry weight  subsamples 0.25 g were wet 
digested in concentrated HNO3 at the maximum of 120 °C and then diluted to 25 mL with deionized 
water [35]. The contents of trace elements and macroelements were measured by inductively coupled 
plasma  emission  spectroscopy  (Spectroblue  ICP‐OES  Analyzer;  Spectro  Analytical  Instruments, 
Kleve, Germany) [36]. The quality of the analytical procedure was checked using a reference material 
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content  of  C6–C12  hydrocarbons  (in  accordance  with  the  standard  PN‐ISO  22155:  2013)  in  all 






















EO 0R  132.20 (±78.8) b  107.42 (±43.1) ab  2.20 (±0.3) ab  4.90 (±0.1) a 
EO R  146.08 (±4.4) bc  113.00 (±1.3) ab  2.83 (±0.2) b  4.67 (±0.3) a 
DF 0R  94.67 (±19.1) a  77.83 (±4.5) a  1.08 (±0.2) a  2.33 (±0.2) a 
DF R  157.17 (±9.9) bcd  120.08 (±8.9) ab  2.50 (±0.7) ab  5.75 (±2.6) a 
P 0R  138.91 (±49.4) b  119.08 (±39.9) ab  2.50 (±1.6) ab  6.08 (±3.6) a 
P R  176.75 (±21.0) cd  148.50 (±25.1) b  2.25 (±0.3) ab  6.58 (±0.5) a 
C 0R  123.22 (±13.1) ab  110.92 (±22.5) ab  3.00 (±1.5) b  6.67 (±2.8) a 
C R  181.75 (±51.4) d  156.83 (±19.8) b  3.08 (±0.8) b  6.83 (±0.2) a 
EO—soil contaminated with engine oil, DF—soil contaminated with diesel fuel, P—soil contaminated 
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EO 0R  139.82 (±4.7) b  11.60 (±3.1) a  21.14 (±5.3) a  18.50 (±7.9) a 
EO R  151.58 (±9.9) b  13.92 (±1.4) a  20.94 (±1.9) a  32.75 (±11.4) ab 
DF 0R  84.36 (±6.7) a  13.83 (±2.9) a  20.17 (±6.0) a  24.83 (±2.2) a 
DF R  172.72 (±28.0) c  13.92 (±0.7) a  25.85 (±5.6) a  36.00 (±3.3) ab 
P 0R  159.48 (±41.4) bc  12.67 (±2.8) a  21.86 (±4.3) a  62.67 (±11.9) bc 
P R  185.68 (±33.1) cd  12.83 (±4.1) a  24.18 (±5.7) a  55.00 (±18.9) b 
C 0R  159.09 (±16.8) bc  13.89 (±2.9) a  23.25 (±3.0) a  67.83 (±2.1) c 
C R  217.57 (±10.7) d  13.33 (±3.1) a  25.32 (±9.1) a  63.92 (±11.7) c 
Means (±SE) within columns marked with the same letters do not differ significantly according to the 
LSD test at p < 0.05. Symbols as in Table 1. 
In  the  control  soil  and  in  DF‐contaminated  soil,  the  application  of  ZB‐01  biopreparation 
significantly increased the total length of shoots per plant and increased the mass of the aboveground 
parts  of  plants.  Furthermore,  in  P‐contaminated  soil,  the  biopreparation  increased  the  length  of 
shoots by more than 37 cm compared to that in the soil not treated with the biopreparation. There 
was no  significant  impact of  the applied bioremediation on  the morphological  features of plants 
growing in the EO‐contaminated soil. 
3.2. Plant Components and Heavy Metal Content 





roots of plants  (Tables 3 and 4).  In general, P  (petrol) did not affect  the  content of  the  analyzed 






AP  Roots  AP  Roots  AP  Roots 
EO 0R  5.74 (±0.2) c  8.27 (±0.3) e  11.78 (±0.3) e  6.92 (±0.9) c  14.43 (±0.4) b  15.54 (±0.6) c 
EO R  4.31 (±0.1) b  4.72 (±0.2) c  8.31 (±0.1) b  5.30 (±0.1) ab  15.20 (±0.5) bc  11.77 (±1.4) ab 
DF 0R  5.49 (±0.7) c  4.37 (±0.4) bc  10.52 (±0.6) d  5.21 (±0.5) ab  19.59 (±0.7) d  12.61 (±0.6) b 
DF R  5.17 (±0.3) c  5.87 (±0.3) d  7.09 (±0.4) a  4.45 (±0.4) a  18.90 (±0.7) d  14.87 (±0.3) c 
P 0R  3.55 (±0.4) a  3.95 (±0.0) ab  8.50 (±0.4) bc  6.15 (±0.6) bc  16.26 (±0.8) c  11.81 (±0.8) ab 
P R  3.37 (±0.3) a  3.93 (±0.2) a  7.96 (±0.3) ab  6.15 (±0.6) bc  13.10 (±0.5) a  12.46 (±1.5) ab 
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C 0R  5.64 (±0.3) c  3.73 (±0.3) a  9.34 (±0.6) c  6.83 (±0.8) c  12.75 (±0.4) a  11.84 (±0.7) ab 







AP Roots AP Roots 
EO 0R  7.02 (±0.5) b  5.16 (±0.5) c  2.03 (±0.1) b  1.12 (±0.1) f 
EO R  9.07 (±0.2) d  2.36 (±0.2) a  2.03 (±0.1) b  0.82 (±0.1) cd 
DF 0R  6.03 (±0.4) a  4.12 (±0.2) b  1.86 (±0.1) a  0.88 (±0.1) d 
DF R  8.12 (±0.4) c  2.48 (±0.4) a  1.85 (±0.1) a  0.87 (±0.1) d 
P 0R  8.93 (±0.4) d  4.37 (±0.3) b  2.02 (±0.1) b  0.75 (±0.0) bc 
P R  9.44 (±0.4) de  3.64 (±0.7) b  1.75 (±0.1) a  0.70 (±0.0) ab 
C 0R  10.03 (±0.1) e  2.50 (±0.1) a  2.18 (±0.0) c  0.61 (±0.1) a 
C R  7.98 (±0.6) c  4.26 (±0.6) b  2.07 (±0.1) bc  1.01 (±0.1) e 
Means (±SE) within columns marked with the same letters do not differ significantly according to the 
LSD test at p < 0.05. Symbols as in Table 1. 
The ZB‐01  biopreparation  applied  to  the EO‐contaminated  soil decreased  the  content  of  all 
analyzed nutrients in the roots of plants. It also decreased the content of S and P, but increased Ca 
content  in  the  aboveground  parts  of  broad  bean  plants.  For  the  DF‐contaminated  soil,  the 
biopreparation increased the content of Ca in the aboveground parts as well as increasing S and K 
content  in  the  roots of plants.  It, however,  caused a decrease  in P  content  (by 3.43 g kg−1)  in  the 
aboveground parts and  in Ca content  (by 1.64 g kg−1)  in  the roots of broad bean plants. After  the 
application  of  the  biopreparation,  the  plants  growing  in  the  P‐contaminated  soil  showed  lower 







soil,  the  value  of  the  Ca/Mg  index  for  roots was  higher  by  1.73  than  that  in  the  control.  The 
biopreparation applied to the contaminated soils generally reduced the differences in the values of 
the  analyzed  indices  when  compared  with  the  control  (increase  in  the  Ca/Mg  index  in  the 
aboveground parts and decrease in the K/(Ca + Mg) index in roots). Furthermore, it decreased the 
value  of  the  Ca/Mg  index  in  the  roots  in  all  contaminated  soils.  In  the  control  treatment,  the 
biopreparation  decreased  the  value  of  the  Ca/Mg  index  by  0.74  in  the  aboveground  parts  and 
decreased the value of the K/(Ca + Mg) index by 1.74 in the roots. 










EO and DF, a nearly  twofold  increase  in Cu content was noted when compared with  that  in  the 
control plants. The contamination with P decreased the content of Pb (by 2.39 mg kg−1), Zn (by 17.51 
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significantly increased the content of Zn and Cu in the aboveground parts and the content of Ni in 






AP  Roots  AP  Roots  AP  Roots 
EO 0R  0.57 (±0.1) ab  1.49 (±0.2) d  4.20 (±1.3) b  6.95 (±1.1) b  140.18 (±2.4) d  155.59 (±9.1) d 
EO R  0.84 (±0.1) c  1.00 (±0.3) c  4.90 (±1.0) b  13.62 (±1.5) c  109.08 (±3.2) b  112.27 (±12.9) c 
DF 0R  0.44 (±0.1) ab  1.01 (±0.2) c  9.50 (±0.9) c  24.27 (±3.8) d  107.64 (±3.9) b  73.87 (±7.1) b 
DF R  0.57 (±0.1) ab  1.33 (±0.1) cd  3.88 (±0.8) b  8.43 (±1.0) b  137.23 (±9.2) d  106.00 (±6.5) c 
P 0R  0.40 (±0.2) ab  0.36 (±0.0) b  1.49 (±0.2) a  8.01 (±1.7) b  106.15 (±8.5) b  79.09 (±10.1) b 
P R  0.38 (±0.2) ab  0.42 (±0.3) b  2.05 (±0.5) a  9.03 (±1.1) b  75.62 (±6.4) a  73.45 (±11.6) b 
C 0R  0.35 (±0.2) a  0.21 (±0.1) a  3.88 (±0.1) b  3.22 (±0.1) a  123.66 (±3.6) c  30.97 (±1.1) a 







AP Roots AP Roots 
EO 0R  1.70 (±0.4) ab  5.94 (±1.2) c  14.92 (±1.8) e  20.75 (±2.1) d 
EO R  1.64 (±0.2) ab  4.23 (±0.8) b  12.91 (±0.3) cd  14.84 (±1.4) b 
DF 0R  1.98 (±0.1) bc  3.50 (±0.5) ab  12.31 (±1.0) bc  16.43 (±1.2) bc 
DF R  1.69 (±0.1) ab  4.18 (±0.7) b  10.51 (±0.7) ab  16.43 (±2.3) bc 
P 0R  1.45 (±0.1) a  3.58 (±0.6) ab  8.77 (±1.7) a  11.43 (±0.5) a 
P R  1.66 (±0.3) ab  3.44 (±0.3) ab  10.71 (±0.4) b  17.44 (±1.3) bc 
C 0R  1.72 (±0.1) ab  2.50 (±0.3) a  12.38 (±1.1) bcd  8.85 (±0.8) a 
C R  2.31 (±0.6) c  3.32 (±0.6) ab  14.28 (±1.0) de  17.50 (±3.2) bc 
Means (±SE) within columns marked with the same letters do not differ significantly according to the 
LSD test at p < 0.05. Symbols as in Table 1. 













Mn  content  in  the  aboveground parts. The plants growing  in  the EO‐  and DF‐contaminated  soil 
demonstrated that the Sr content in the aboveground parts was lower by 10.48 mg kg−1 and 8.72 mg 
kg−1,  respectively,  but  the Al  content was  higher  by  140.35  and  94.70 mg  kg−1,  respectively. The 
presence  of  DF  in  the  soil  also  led  to  a more  than  fourfold  increase  in  the  Ba  content  of  the 
aboveground parts. The P‐contaminated soil  increased the Sr content of the aboveground parts of 
plants by 3.93 mg kg−1 compared to that of the control plants. 





AP  Roots  AP  Roots  AP  Roots 
EO 0R  302.36 (±18.7) e  1432.08 (±121.4) c  43.03 (±1.1) b  97.65 (±5.4) c  28.84 (±2.4) a  35.62 (±2.3) d 
EO R  254.57 (±17.2) d  1106.68 (±81.0) b  38.44 (±1.0) ab  60.86 (±8.7) b  37.27 (±0.6) bc  18.20 (±0.6) a 
DF 0R  211.07 (±14.1) bc  1593.40 (±87.7) cd  54.62 (±1.8) c  64.57 (±9.2) b  30.60 (±2.1) a  30.38 (±5.6) cd 
DF R  234.18 (±24.9) e  1230.61 (±5.8) b  51.97 (±6.8) c  88.89 (±5.7) c  40.32 (±1.9) cde  20.45 (±3.4) ab 
P 0R  160.49 (±25.4) a  1687.47 (±9.0) d  43.28 (±6.4) b  55.27 (±2.0) b  43.25 (±2.3) e  25.08 (±4.8) bc 
P R  152.83 (±18.6) a  1428.58 (±152.3) c  34.48 (±3.0) a  58.25 (±5.9) b  36.22 (±0.6) b  25.67 (±4.2) bc 
C 0R  388.82 (±28.1) f  609.63 (±36.8) a  84.07 (±8.7) e  29.01 (±5.2) a  39.32 (±1.0) bcd  16.67 (±1.4) a 








AP  Roots  AP  Roots  AP  Roots 
EO 0R  15.32 (±13.0) ab  32.50 (±5.3) d  0.57 (±0.2) a  2.04 (±0.2) e  238.05 (±10.7) d  1883.95 (±293.4) cd 
EO R  7.58 (±0.9) a  17.29 (±1.6) b  0.48 (±0.0) a  1.12 (±0.1) ab  161.84 (±10.2) c  1742.06 (±247.4) bc 
DF 0R  45.80 (±6.5) d  22.28 (±4.1) c  0.67 (±0.2) a  1.43 (±0.1) bcd  187.40 (±48.8) c  1421.62 (±192.4) b 
DF R  22.28 (±10.3) bc  17.31 (±1.4) bc  0.54 (±0.1) a  1.38 (±0.3) bc  190.55 (±47.7) c  1904.88 (±80.2) cd 
P 0R  10.75 (±0.4) a  14.57 (±0.5) b  0.48 (±0.0) a  1.54 (±0.2) bcde  133.26 (±12.9) ab  1516.19 (±24.5) b 
P R  45.80 (±2.5) d  30.61 (±1.2) d  0.70 (±0.3) a  1.87 (±0.2) cde  127.83 (±12.2) ab  1711.26 (±269.9) bc 
C 0R  11.34 (±1.6) ab  8.97 (±1.8) a  0.50 (±0.1) a  0.72 (±0.1) a  92.70 (±0.9) a  778.77 (±72.7) a 
C R  14.55 (±4.6) ab  34.23 (±3.6) d  0.55 (±0.0) a  1.95 (±0.7) de  131.83 (±7.4) ab  2119.12(±174.1) d 
Means (±SE) within columns marked with the same letters do not differ significantly according to the 
LSD test at p < 0.05. Symbols as in Table 1. 
The ZB‐01 biopreparation  applied  to  the EO‐contaminated  soil decreased  the  content of  the 
analyzed elements in plant roots. In the aboveground parts of plants, it decreased Fe content (by 47.79 
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mg kg−1) and Al content  (by 76.21 mg kg−1), but  increased Sr content  (by 8.43 mg kg−1). After  the 
application of the biopreparation, the broad bean plants growing in the DF‐contaminated soil showed 




















All  the PDSs used  also  significantly  reduced  the  areas of  leaves  consumed by  the  analyzed 
insects (Figure 3). In the EO treatment, the surface of consumed areas per plant was smaller by 288.79 
mm2 than that in the control treatment. In the DF and P treatments, it was reduced by 252.34 mm2, 
and 193.33 mm2,  respectively.  In all  contaminated  soils,  the ZB‐01 biopreparation  led  to nearly a 
twofold increase in the surfaces of areas consumed by beetles, but it had no significant effect on the 
value of the analyzed feature in the control treatment. 






Only  in  the  EO‐contaminated  soil was  there  a  significantly  smaller  reduction  in  leaf  blade 
resulting from the feeding by Sitona beetles when compared with the control treatment (by 0.29%) 
(Figure  4).  The  remaining  PDSs  did  not  significantly  affect  the  analyzed  parameter.  In  all 
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The PCA  of Sitona  feeding  and  soil  contamination with PDSs  showed  that  the  1st  and  2nd 
ordination axes explained together 39.51% of variation (Figure 6). The percentage of damaged leaves 
and  leaf surface  loss was positively correlated with both ordination axes, whereas  the number of 
nodules  and  damaged  nodules was  correlated  negatively with  the  2nd  axis.  The  percentage  of 
damaged nodules was  also negatively  correlated with  the  1st ordination  axis. The PCA  analysis 
confirmed the negative influence of PDSs (DF and EO) on imago feeding and the production of root 
nodules by plants. 
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the processes of  transpiration and  respiration  in plants as well as  the  transportation of nutrients 
through cell membranes [37,38]. No significant subsequent effect of P on the studied morphological 
features  was  found.  This  stems  from  the  fact  that  P  contains  significant  quantities  of  volatile 
compounds  that  evaporate  rapidly  from  the  soil  and  from  its  higher  susceptibility  to  natural 
biodegradation [39]. 
Studies pertaining to the long‐term effect of the bioremediation process on cultivated plants are 









found  for  the  remaining PDSs.  In  the present  experiment, only P decreased  the S  content  in  the 
aboveground parts of broad bean plants by more than 2 g kg−1. However, DF and EO increased the 
content  of  this macrocomponent  in  the  roots  of  plants. Our  earlier  study  [30]  revealed  that  the 
contamination of soil with EO and DF at the dose of 9 g kg−1 for each of these substances decreased 
the Ca  content  in  the  leaves of  broad  bean plants by  12%  and  35%,  respectively.  In  the present 
experiment, the decrease in the content of this macrocomponent in the aboveground parts of plants 
in the presence of these two substances in the soil occurred at comparable levels (12% for EO and 25% 
for  DF).  In  the  previous  experiment,  the  nutrient  content  was  analyzed  2  months  after  soil 
contamination; however, in the present experiment, it was performed after 5 years. This fact indicates 
the very  long‐lasting  effects of  these  contaminants on plant  composition. Moreover,  in an earlier 
experiment [25], an increase in the Ca content in the roots of broad bean plants was found, which 























corresponds with  the  results  of  the  present  study,  particularly  for  the Ca  and  P  content  in  the 
aboveground parts of plants. Similar results were also obtained by Borowik and Wyszkowska [40]. 
The authors stated that soil contamination with DF decreased the bioconcentration index of P, Ca and 
K  in maize. Remediation agents such as molecular sieve, alginite,  sepiolite, and  the  Ikasorb 1850 
sorbent minimized the adverse changes induced by this pollutant. 
The value of K/(Ca + Mg) index should remain within the limit of 1.6/1–2.1/1 for the optimum 




























in  plants  growing  in  soil  contaminated with  PDSs may  result  from  its  elevated  content  in  the 
contaminated soil, which was reported by Ujowundu et al. [9]. The same study also showed elevated 
Cd and Fe content in soil contaminated with DF, which suggested the possibility of their increased 





mg kg−1,  respectively. Moreover,  in  the present experiment, PDSs decreased  the Fe content  in  the 
aboveground  parts  of  broad  bean  plants  in  the  range  of  86.5–228.3 mg  kg−1.  The  Fe  content  in 
leguminous plants ranges from 75 to 400 mg kg−1 [45]. The values obtained in the present study for 
the aboveground parts were  in this range; thus, no clear deficiency of this element was observed. 









of PDSs on  the  content of Sr, Ba, As,  and Al  in plants.  In  the present  study,  although  the PDSs 
generally increased the content of the analyzed heavy metals in the roots of plants, they sometimes 






heavy metals  in plants growing  in soil contaminated with PDSs. Bioremediation can decrease  the 
content of some metals to the levels obtained in the control treatment, as observed for Pb in our earlier 
study [27], but it may also increase the content of other metals (Cd, Ni, Cu). In the present experiment, 













PDSs,  indirectly  through  the host plant, on  feeding by herbivores. The studies performed  to date 
highlight  two major  aspects  of  the  adverse  effects  of  PDSs  on  phytophages.  The  first  aspect  is 
associated with the worsening usability of the host plant. PDSs often cause weakened growth and 
development of plants, and they also modify the content of macro‐ and microelements, which can 





adversely  affect  the  developmental  parameters  in Aphis  fabae  Scop.  aphid,  resulting  in  reduced 
fecundity, shortened  lifespan,  lengthened pre‐reproduction period, and a decreased  innate rate of 





present  experiment,  the  PDSs  sometimes  contributed  to  the  increase  in  the  content  of  the 
abovementioned heavy metals in the aboveground parts of plants (EO increased the content of Zn 
and Cu, while DF increased the content of Pb); this could partly explain their adverse effect on the 
feeding  by  imago  of  Sitona  spp. A  previous  study  [49]  showed  that  even  after  3  years  of  soil 
contamination with Ni, Cd, Zn, Cu, or Pb, there was still no expected increase in the attractiveness of 
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broad bean plants to Sitona spp. Multiple regressions in the present study revealed significant effects 
of  only Ca, Mn,  and  Fe  on  this  parameter. However,  it  should  be  noted  that  there  could  be  a 



















noted  for  the roots of  the analyzed plants. Furthermore, soil contamination with EO and DF 
increased the content of K and P in the aboveground parts of plants and S content in their roots. 











 The ZB‐01  biopreparation  applied  in  the  experiment  had  a  generally  positive  effect  on  the 
morphological features of plants, and its effect on the content of nutrients and heavy metals was 
variable,  depending  on  the  type  of  contaminant,  the  analyzed metals  or  nutrients,  and  the 
involved part of the plant. It often eliminated the differences in the content of various nutrients 
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